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exon v6 of the CD44 gene as the molecular target. In a preferred embodiment, v6-specific antibody molecules, in particular the monoclonal 
antibody BIWA-I (VFF-18), are used for this purpose. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahxen zur Diagnose und Therapie von Plattenepithelkarzinomen, das auf der Expression des varianten 
Exons v6 des CD44-Gens als molekularem Target beruht. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden v6-spezifische Antikorpermolekule, 
insbesondere der monoklonale Antikorper BIWA-1 (VFF-18) daftir verwendet. 
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Verfahren zur Diagnose und Therapie von Plattenepithelkarzinomen 

Die Erfindung betrifft Verfahren zur Diagnose und Therapie von Plattenepithelkarzi- 
nomen, die auf der Expression des variablen Exons v6 des CD44-Gens beruhen, Mittel fur 
solche Verfahren sowie deren Verwendung. 

Es wurde kurzlich gezeigt, daB die Expression von Varianten des Oberflachen-Gly- 
koproteins CD44 notwendig und hinreichend ist, urn sogenanntes spontanes metastatisches 
Verhalten sowohl in einer nicht-metastasierenden Pankreas-Adenokarzinom-Zellinie der 
Ratte als auch in einer nicht-metastasierenden Fibrosarkom-Zellinie der Ratte auszulosen 
(Glinthert eta!., 1991). Wahrend die kleinste CD44-Isoform, die Standardform CD44s, in 
einer Reihe verschiedener Gewebe, darunter Epithelzellen, ubiquitar exprimiert wird, wer- 
den bestimmte SpleiBvarianten von CD44 (CD44v) nur auf einer Untergruppe von Epithel- 
zellen exprimiert. Die CD44-Isoformen werden durch alternatives SpleiBen so erzeugt, daB 
die Sequenzen von 10 Exons (vl-vlO) in CD44s komplett ausgeschnitten werden, jedoch 
bei den grofleren Varianten in verschiedenen Kombinationen vorkommen konnen (Screaton 
et al. y 1992; Heider et al % 1993; Hofmann et al y 1991). Die Varianten unterscheiden sich 
dadurch, daB an einer bestimmten Stelle des extrazellularen Teils des Proteins 
unterschiedliche Aminosauresequenzen inseriert sind. Solche Varianten konnten in verschie- 
denen menschlichen Tumorzellen und in menschlichem Tumorgewebe nachgewiesen wer- 
den. So wurde kurzlich die Expression von CD44- Varianten im Verlauf der kolorektalen 
Karzinogenese untersucht (Heider et al. 9 1993). Die Expression von CD44- Varianten fehlt 
in normalem menschlichem Kolonepithel, und nur eine schwache Expression ist in den proli- 
ferierenden Zellen der Krypten nachweisbar. In spateren Stadien der Tumorprogression, 
z.B. in Adenokarzinomen, exprimieren alle malignen Entartungen Varianten von CD44. 
Weiter wurde kurzlich Expression von CD44-SpleiBvarianten in aktivierten Lymphozyten 
sowie in Non-Hodgkin-Lymphomen gezeigt (Koopman et ai , 1993). 

Es sind verschiedene Ansatze bekannt geworden, die difFerentielle Expression varian- 
ter Exons des CD44-Gens in Tumoren und Normalgeweben fiir diagnostische und thera- 
peutische Verfahren nutzbar zu machen (WO 94/02633, WO 94/12631, WO 95/00658, WO 
95/00851, EP 0531300). 

Auch die Expression varianter CD44-Molekule in Plattenepithelkarzinomen ist schon 
untersucht worden. Salmi et ai (1993) fanden mit dem v6-spezifischen Antikorper Var3.1 
eine Abnahme der v6-Expression in Tumorzellen im Vergleich zu Normalzellen. Brooks et 
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(1995) erhielten mit dem v6-spezifischen AntilrnrnAr no- i_ 

p m^iicn i^ntikorper 11.9 eine heterogene Anfarhnno 

nasopnaryngealer Karzinon*. Ledi g ,ich in 2/, 2 Men mrde ^ starke ^ 

ItTacl e Mehrah J d : Fa " e " *"* " 
giscn nachgewiesen werden konnte. 

> 

* "::^r pre von -* * von Mitld „ 

fahr„ DieS n AUfgabe T" "* *" V ° rliege " de " Mndwg geta werden Sie betrifft Ver- 
fahren zur D,agnose und Therapie von PlaUenepitnelkarzinomen, die auf der Express! L 

^T™ ^ Pl °7^™„ ben,hen, die dberraachend „„d im Gege, 

ZZ^l; Z " *" „ ,and der Technik bekam,t f ~" kde 

Anukorpermolekule mrl entsprechender Spezifta, eig „ e „ sich insbesondere ds VeMke| Qm 
Plattenepitbelkaranome m Wvo selektiv zu erreichen. 

taJT^ ^ T Verfahra, • dadUrCh dabei ein An,i- 

korpermolekul verwende. wird, das die Aminosauresecpaenz QWFGNRWHEGYRQT be- 

ZTZ oTT *Z**~ m *~* WGNRWHEGVK erkenn,. Beaonders bevor- 
Z ™ "><"»Wona.e Andkbrper BIWA-1 (Hon VFP-,8), der von einer Hybri- 

Acc^rr^r"' die ■ 7 - 6 1994 umer der r d SM 

ACC2.74 be, der DSM-Deutache Samndung ftr Mikroorgan^en und ZeHkuhuren GmbH 
771), oder Denvate dieses Antikdrpers. 

oermo^n ^S^" B * ,du "S * Venvendung aofcher Antiter- 

£™° ta de " «*— «— Verfahren sowie Mide., u m dieae Verfahren auszu- 



-?0 fiihren. 



kann. T'"" ^^"a* d « ^ananten Exona v6 dea CD44-Gens is, be- 
kannt (Screaton et al, 1992, Tole et al lQQ-n nu c • . ' . 

Variant™ i- «• w a « u °' 8e/a/ " I993 > Die Existenz degenerierter oder alleler 
Die Sequenz von Exon v6 des menschiichen CD44-Gens ist: 
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QATPSSTTEETATQ 
TC CAG GCA ACT CCT AGT AGT ACA ACG GAA GAA ACA GCT ACC CAG 

KEQWFGNR WHEGYRQ 
5 AAG GAA CAG TGG TTT GGC AAC AGA TGG CAT GAG GGA TAT CGC CAA 

T PREDSHSTTGTA 
ACA CCC AGA GAA GAC TCC CAT TCG ACA ACA GGG ACA GCT G. 

10 

Die Erfindung kann mit polyklonalen oder monoklonalen Antikorpern ausgefiihrt 
werden, die fur ein Epitop spezifisch sind, das vom Exon v6 kodiert wird, insbesondere ein 
Epitop innerhalb der Aminosauresequenz QWFGNRWHEGYRQT, ganz besonders bevor- 

75 zugt innerhalb der Aminosauresequenz WFGNRWHEGYR. Die Herstellung von Antikor- 
pern gegen bekannte Aminosauresequenzen kann nach an sich bekannten Methoden erfol- 
gen (Catty, 1989). Beispielsweise kann ein Peptid dieser Sequenz synthetisch hergestellt 
und als Antigen in einem Immunisierungsprotokoll eingesetzt werden. Ein anderer Weg ist 
die Herstellung eines Fusionsproteins, das die gewunschte Aminosauresequenz enthalt, 

20 indem eine Nukleinsaure (die synthetisch oder z.B. durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
aus einer geeigneten Probe hergestellt werden kann), die fvir diese Sequenz kodiert, in einen 
Expressionsvektor integriert und das Fusionsprotein in einem Wirtsorganismus exprimiert 
wird. Das gegebenenfalls gereinigte Fusionsprotein kann dann als Antigen in einem 
Immunisierungsprotokoll eingesetzt und Insert-spezifische Antikorper oder, im Falle 

25 monoklonaler Antikorper, Hybridome, die insertspezifische Antikorper exprimieren, mit 
geeigneten Verfahren selektiert werden. Solche Verfahren sind Stand der Technik. Heider et 
al (1993, 1996a) und Koopman et al (1993) beschreiben die Herstellung von Antikorpern 
gegen variante Epitope von CD44. 

■ 

so Fur das erfindungsgem&Be Verfahren konnen jedoch auch Antikorpermolekule ver- 

wendet werden, die von poly- oder monoklonalen Antikorpern abgeleitet sind, z.B. Fab- 
oder F(ab , ) 2 -Fragmente von Immunglobulinen, rekombinant hergestellt e single-chain- Anti- 
korper (scFv), chimare bzw. humanisierte Antikorper sowie andere Molekule, die spezifisch 
an Epitope binden, die durch Exon v6 kodiert werden. Aus dem kompletten Immunglobulin 

15 des Antikorpers BIWA-1 (VFF-18) oder anderer Antikorper konnen beispielsweise Fab- 
oder F(ab , ) 2 -Fragmente oder andere Fragmente erzeugt werden (Kreitman et al, 1993). Der 
Fachmann ist ferner in der Lage, rekombinante v6-spezifische Antikorpermolekule herzu- 
stellen. Insbesondere kann er nach Analyse der Aminosauresequenz des Antikorpers BIWA- 
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■ 1 8) und/oder unler Verwendong der Hybridom-Zellinie, die diesen Andkorper pro- 

duaett, , sbesondere der da™ en.hal.ene„ geneuschen .nformauon. rekombiname LI 

Irz ; r" de ; 8leichen ,dio,yp •* b,wa -' ( ^ ■ «» 

OS 8. T , * wie de, Amikdrper B,WA ' 

IT^ITT ^ TMhnik S °'"* -kombinamea An.i- 

maT^tr k- T fc (Shin „ a,.. , 989; Gcissow „ See . 

F , T Z « < » «*; Goodwin 

1989, Foa.hers.one, 19%), ^fe-cWAntikorper (soFv, Johnson « Bird, .99!) kom' 
Pice Oder ftagmemarische Immu „gJobuli„e (Colon* e, a,., I 992; Nesbit er al ,992 a" 
has era, ,992), oder durch oHa,n s^ lng erzeugte ' , ^ £ 

W~ rr t F ~ k - Re * i0 - — «*« werden (EP 05,9596 

WO 9007861). Zur Humamsmnrng von Anukorpern kdnnen heute Me.hoden wie PGR (s 
Z.B. EP 0368684; EP 0438310 WO 9207071. ~a r- ( 
9222<m% \ T 9207075) oder Computer-modeLing (s z.B WO 

TZ2Z~T* n ES ^ * UCh FUS —^. beispielsweisa ^/e- 
oWAnrdcorper/Tox.n-Fus.onspro.eine (Chaudhary e, „,., ,990; Friedman « */ 1993) 

«Zk u ?, r"** werden Unter die ob ^* - 

* a " flCT -d monoklonalen AmikOrpenrl in die- 

, C " VerbindU " SCT •»* wenere Verioindungen, die sich 

MM von .nnnnnglobuhnen ab,ei.e„ ,asse„ „„d mi, an sich bekann.en Merhoden her- 



25 



des EotoW JT "n" T Kem,e " S D - h "^"ns, in Kenn.nis 

len B T 8 n ' * ' <VFF " ,8) *■"<*»» "* *r glei- 

tnn T P m,S,e " e " S0 ' Che Si " d <— — «■ in der Erfin- 
dung eingeschlossen. 



so 
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Fur diagnostische Verfahren konnen Antilrnr^o^^i^i i 

7 Iucn Konn en Annkorpermolekule, vorzugsweise BIWA-I- 

Fr r entt davon ^ rekombinM,e «™ - - 

gleiohen Id,,,,,,,, be.sp.elsweise nu. radioaktiven Iso topenwie 12S. I31j Ill In 99m T<: od „ 
^oakdven Ve^ngen (Larson a, „/„ 199I; Thomas „ ^ " ' ^ ^ 
Enzymen w,e Perox,dase Oder alkalischer Phosphatase (Catty e, Raykundalia, 1989) m , 

HZf tT"*"" """^ k6 ™» vd-spezifeche A.rikdrper- 

moWttUe, vom.gawe.se BIWA- 1 ( VFF- 1 8)-Antik6rpermolekule oder VFF- 1 8-abgeleilete 

d™ r ' „ Fra8meme da ™ n ° dCT rek0mb ^ An,ikbrpem,o,eLe ™i 

dem gleiehen Id.otyp, mi. Radioisotopen wie »Y, "Ij, 186 Re , ,8S Re ,53s m 67 Cu 2,2™ 
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2l3 Bi, 177 Lu (Quadriga/., 1993, Lenhard et al y 1985, Vriesendorp et al, 1 99 1 ; Wilbur et 
al, 1989, Maraveyas et al y 1995a, Jurcic et Scheinberg, 1994), Toxinen (Vitetta et al. 
1991; Vitetta et Thorpe, 1991; Kreitman et al y 1993; Theuer et al t 1993), Zytostatika 
(Schrappe et a/., 1992), Prodrugs (Wang et al, 1992; Senter et al, 1989), photoaktivierba- 

5 ren Substaazen (Hemming et al, 1993), einem Antikorpermolekul mit einer anderen Spe- 
zifitat oder radioaktiven Verbindungen verkniipft werden. Das Antikorpermolekul kann 
femer mit einem Zytokin oder einem anderen immunmodulatorischen Polypeptid verkniipft 
sein, z.B. mit Tumornekrosefaktor, Lymphotoxin (Reisfeld et al, 1996) oder Interleukin-2 
(Becker et al y 1996). Die Antikorpermolekiile konnen fur den Einsatz in einem Pretar- 

10 geting-System auch z.B. mit Streptavidin oder Biotin modifiziert werden (Goodwin, 1995). 

Vorteilhaft konnen mit dem erfindungsgemafien diagnostischen Verfahren Proben von 
Patienten, beispielsweise aus Biopsies untersucht werden, bei denen der Verdacht auf Plat- 
tenepithelkarzinom besteht oder die Diagnose bereits vorliegt, der Tumor aber genauer 

15 charakterisiert werden soil. Der Nachweis varianter CD44~Molekiile, die eine Amino- 
sauresequenz enthalten, die vom variablen Exon v6 kodiert wird, kann auf Proteinebene 
mittels Antikorpern oder auf Nukleinsaureebene mittels spezifischer Nukleinsauresonden 
oder Primern £Ur die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) erfolgen. Die Erfindung bctrifft 
demzufolge auch Antikorpermolekiile und Nukleinsauren, die als Sonden bzw. Primer fur 

20 solche Verfahren geeignet sind, und die Verwendung solcher Antikorper und Nukleinsauren 
zur Diagnose und Analyse von Plattenepithelkarzinomen. Beispielsweise konnen 
Gewebsschnitte immunhistochemisch mit Antikorpern mit an sich bekannten Methoden 
untersucht werden. Aus Gewebeproben gewonnene Extrakte oder Korperflussigkeiten 
konnen ferner mit anderen immunologischen Methoden unter Verwendung von Antikorpern 

25 untersucht werden, beispielsweise in Western Blots, Enzyme-linked Immunosorbent Assays 
(ELISA, Catty et Raykundalia, 1989), Radioimmunoassays (RIA, Catty Murphy, 1989) 
oder verwandten Immunoassays. Die Untersuchungen konnen qualitativ,1emiquantitativ 
oder quantitativ erfolgen. 



30 Neben der w-vrtro-Dtagnostik eignen sich Antikorpermolekiile mit erfindungsgema- 

Ber Spezifitat auch zur Jw-v/vo-Diagnostik von Plattenepithelkarzinomen. Tragt das Anti- 
korpermolekul ein detektierbares Label, kann eine Detektion des Labels zu diagnostischen 
Zwecken, z.B. Visualisierung des Tumors in vivo (Imaging), oder beispielsweise zur radio- 
unterstutzten Chirurgie (radioguided surgery) erfolgen. Fur die Verwendung von mit radio- 

35 aktiven Isotopen konjugierten Antikorpern zur Immunszintigraphie (Imaging^ beispielsweise 
gibt es eine Reihe von Protokollen, auf deren Grundlage der Fachmann die Erfindung aus- 
fiihren kann (Siccardi et al, 1989; Keenan et al, 1987; Perkins et Pimm, 1992; Colcher et 
al, 1987; Thompson etal, 1984). 
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Durch Nachweis und/oder Quantifizierung der Expression des varianten CD44 F 
tops v6 erhobene Daten konnen so in die Diagnose und Pro*™,, n a CD44 - Ep " 

kann dabei die Kombination mit anderen prognos ch pZ e ' ^ 
Tumorgrad. ognost.schen Parametern se.n, etwa mit dem 

5 

Amikorpermolekule mit der erfindungsgemiiBen Spezifitat und g*f verkn u D ft m i. ■ 
nem zytotoxischen Agens kdnnen vorteilhaf. ^ r ru ■ verknupft mit ei- 

rekombinanre hurnaniaierte MolekL „ 7, Id sZ d ? T ^ Fr ~ 

r„ . , .~ *«c u.a.; smd Mand der Technik (Mulshine et al iqqi. 

Larso„e,< 1991; Vi,e,«ae, Thorpe, , 99 1 ; Vhetta e, al. , 1 99 1 Breitz eral 1992 99 ' 

1989; Chata, *, a /., >9S9 Sears',, r ,9 8 t' F .1 

1. 1 ASM. (Seuer « „/., 1993) erfb lg ea Nichunodifeierte monoklonale Likbrpe r kZL 
Arek, .he™ eingesetz, werden, we™, sie die fur ei„e z»o,o,ds* W^g^ 
1 T Effeto *" tai °» beispiefcweiae StaJ^ 

an„korper,„duz,er,e zdlular. Zytotodziut (Riethrnuller e, a/ .994, ^l„i 
monoklonafc Antikorper flir diese Verwendung aind Maus-A^e, ™ sot ! Z£ 
oder Am.kbrper vom humanem JgGl-Typ Nich.modinziene AnJrper WnTn,^ 
ndutaon emer pa,ien t e„ei g ene„ ami-rumoralen Reaktio „ Qber ^ 1,^™ 
cha ra s m usappl*er, werden (Baurna, a/.. 1993; Khazaeli 1994). 

Eine bevorzutfe Auafthrungrform einer therapeutischen Anwe„dun g besteh, darir, 

(Quadne < 1993; Vnesendorp ar , 1995), '31, (Maraveyas a, „/. ,995a 1995b Ju 

we,d « o,, ,995; Press a, *. ,995, Thomas „ „,„ in: ^ 3 

(Brettz « a/., 1992, 1995) oder einem anderen geeUmetan R„hL. . . i 

zur Radioimmunotherapie von Pteenepilhel^r " " 

der AntikOnW niwa , • u ^ _ eplthelkaran °» 1 «> emzusetzen. Beispielaweise kann 

oer Antikorper BIWA-1, eme hurnaniaierte Version von BIWA-I Oder ein r,.M r, 

von BIWA-1 oder des humanisierten Amikbrpers mh «V „J. v ^-Fragment 

latbildenden Linkers wie ITCB dtp a n T L Verwendung ernes che- 

verknunft wJT T 1TCB-DTPA (Isotraocyanatbenzyl-Diethvientriaminpentaacetal) 

verimupft werden, wobe, e,ne spezifische Aktivita, von 5-20 mCi/mg vorzugsweise 10 

mWrng erreich, werden some Dieses Agens kann dann einem Pa.ien.en 

.ivem Tumor in einer Doaierung von 0 I bis 1 mCi/k„ u anfgen-poa,- 

0 5 mri/t„ v • .. 8 Kor P=rgewichl, vorzugsweise 0.3 bis 

veLu^k K 7 ergeW ' C,U - ^ " dM ^'^rpennoleku, mi, 

verkrrupft, kann be, e,ner spez,nachen Akuvim, von 2 mCi/ rag ein mbgUches Dosierungs- 
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verkniipft, kann bei einer spezifischen Aktivitat von 2 mCi/mg ein mogliches Dosierungs- 
schema z.B. 2 x 150 mCi im Abstand von 6 Wochen sein. Dcr Fachmann kann mit an sich 
bekannten Methoden die maximal moglichen Dosierungen ermitteln (Maraveyas et 
1995a, 1995b). Bei einer zu verabreichenden Gesamtproteinmenge von 2 bis 5 mg kann die 
5 Verabreichung in Form einer schnellen intravenosen Bolusinjektion geschehen. Bei groIJeren 
Proteinmengen kann eine Infusion die giinstigere Adminstrationsform sein. Bei monoklona- 
len Antikorpern kann es notwendig sein, das Agens vor der Verabreichung mit einem Uber- 
schuB (z.B. dem zehnfachen molaren UberschuB) des nichtradioaktiven Antikorpers zu 
vermischen; in diesem Fall erfolgt die Verabreichung besser in Form einer intravenosen In- 
yo fusion z.B. uber 15 Minuten. Die Anwendung kann wiederholt werden. Die Therapie kann 
mit externer Strahlentherapie kombiniert werden. Sie kann ferner durch Knochen- 
markstransplantation untersttitzt werden; dies ist insbesondere dann notwendig, wenn bei 
der Therapie eine Dosis von mehr als 1 .6 Gy im Knochenmark erreicht wird. 

is Erfindungsgemafie Antikorpermolekiile konnen auch ex vivo zur Reinigung von 

CD34-positiven Stamm- und Vorlauferzellpraparationen (Immunopurging) verwendet wer- 
den. Die Strahlen- oder Chemotherapie von Plattenepithelkarzinomen kann durch autologe 
Knochenmarkstransplantation untersttitzt werden. Die dabei applizierte Praparation von 
hamatopoietischen Stamm- und Vorlauferzellen muB frei von Tumorzellen sein. Dies kann 

20 durch Inkubation mit erfindungsgemaBen Antikorpermolekulen, beispielsweise Antikorper- 
Toxin-Konjugaten, erreicht werden (Myklebust et aL, 1994; DE P 196 48 209.7). 

Erfindungsgemafie Antikorpermolekiile konnen ferner in Form rekombinanter Kon- 
strukte in den T-Zell-Rezeptor von T-Lymphozyten eingefuhrt werden. Solche reprogram- 
25 mierten T-Lymphozyten binden selektiv an die Antigen exprimierenden Tumorzellen und 
entfalten zytotoxische Wirkung, sodafl sie zur Therapie von Plattenepithelkarzinomen ver- 
wendet werden konnen (PCT/EP960463 1; Altenschmidt et al., 1996). 
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Beispiele 



Beispiel 1: Expression von CD44v6 in Plattenepithelkarzinomen 

Gewebe 

Insgesamt 126 Falle Paraffin eingebetteter Turnorproben wurden immunhistochemisch 
mit dem mAb BIWA-1 (Klon VFF-18) auf Expression von CD44v6 analysiert. Die Proben 
to schlossen 31 Falle primarer Plattenepithelkarzinome (15 Falle Larynx, 16 Falle Haut), 91 
Falle von Lymphknotenmetastasen (Larynx, n=38; Lunge, n=27; Oesophagus, n=l 1; Mund- 
hohle, n=l 1; Tonsille, n=4), und 4 Falle von Lebermetastasen (Oesophagus) ein. 

is Aniikorper 

Die gesamte variante Region des HPKII-Typs von CD44v (Hofinann et al, 1991) 
wurde aus menschlicher Keratinozyten-cDNA durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
amplifiziert. Die beiden PCR-Primer 5 -CAGGCTGGGAGCCAAATGAAGAAAATG-3 

20 Positionen 25-52, und 5 -TGATAAGGAACGATTGACATTAGAGTTGGA-3 Positionen 
1013-984 der LCLC97-varianten Region, wie von Hoftnann et at. beschrieben, enthielten 
eine jEcoRI-Erkennungsstelle, die benutzt wurde, um das PCR-Produkt direkt in den Vektor 
pGEX-2T (Smith et al y 1988) zu klonieren. Das resultierende Konstnikt (pGEX CD44v 
HPKJI, v3-vl0) kodiert fur ein Fusionsprotein von -70 kD, bestehend aus Glutathion-S- 

25 transferase von Schistosoma japonicum und den Exons v3-vl0 von humanem CD44 (Fig. 1 ; 
Heider et al. y 1993). Das Fusionsprotein wurde in E. coli exprimiert und anschlieBend iiber 
Glutathion- Agarose affinitatsgereinigt (Smith etal y 1988). 

Weibliche Balb/c Miuse wurden intraperitoneal mit dem affinitatsgereinigten Fusi- 
30 onsprotein nach folgendem Schema immunisiert: 

1 Immunisiening: 90 jig Fusionsprotein in komplettem Freund'schen Adjuvans 

2. und 3. Immunisierung: 50 ^ig Fusionsprotein in inkomplettem Freund'schen Adjuvans. 

3s Die Immunisierungen erfolgten im Abstand von jeweils 4 Wochen. 14 Tage nach der 

letzten Immunisierung wurden die Tiere noch an drei aufeinanderfolgenden Tagen mit je- 
weils 10 jig Fusionsprotein in PBS immunisiert. Am darauffolgenden Tag wurden Milzzel- 
len eines Tieres mit hohem Antik6rpertiter mit P3.X63-Ag8.653-Mausmyelomze!len mit 
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tZttten i P „HAT h Ml 1 " T fi,Si ° niert Hyb " d0mZe,le " — in Mikroti- 

terplatten m HAT-Medium selektioniert (Kohler et Milstein, 1975; Kearney eta/., I97 9) . 

Die Bestimmung des Antikorpertiters im Serum bzw. das Screening der Hybridom- 
uberstande wurde mit Hilfe eines ELISAs durchgefuhrt. Bei d.esem Test wurden zunachst 
Mikrotuerplatten mit Fusionsprotein (GS T-CD44v3-,0) oder nur mit Glutathion-S-Transfe- 

H^bndo h !a T CM : D ^ mk SCriellen Verd *-"8- von Serumproben bzw. 
Hybndomuberstanden .nkubiert und die spezifischen Antikorper mit Peroxidase-konjugier- 

rl u f 8e " Maus - Immun S IobuJi " nachgewiesen. Hybridome, die nur mit 

Glutathaon-S-transferase reagierten, wurden verworfen. Die verbleibenden Antikorper wur- 
den zunachst ,n emem ELISA mit domanenspezifischen Fusionsproteinen (Exon v3, Exon 
v5 4 j6, Exon v6 + v7, Exon v8 - vlO) charakterisiert (Koopman et al, ,993) Ihre im- 
munhistochemische Reaktivitat wurde an menschlichen Hautschnitten getestet. 

BIWA-1 (VFF-18; Herstellung und Eigenschaften siehe auch WO 95/33771) band nur 
an Fuaonsproteine, die eine Domane enthielten die durch das Exon v6 kodiert wurde Urn 
das Epxtop des Antikorpers weiter einzugrenzen, wurden verschiedene synthetische Peptide 
die Tede der v6-Domane reprasentierten, in ELISA-Bindungsassays benutzt (Fig. 1) Dai 
14 A^nosaure-Peptid v6D zeigte die starkste Bindung. Folglich liegt das Epitop von 
BIWA-1 ganz oder teilweise innerhalb der Sequenz QWFGNRWHEGYRQT der Domane 
che von Exon v6 kodiert wird. Diese Sequenz ist homolog zum Bindungsepitop des Anti^ 
korpers 1.1ASML, der in einem therapeutischen Rattenmodell venvendet wurde, und der 
fur Ratten-CD44v6 spezifisch ist (Fig .1). 



Intmunhistochemie 



... ^ dCr Inkubad ° n dem Primarantikorper wurden Paraffinschnitte (4 um) in Ro- 
tU^ol (Roth, Deutschland) 3 mal fur jeweils 10 Minuten deparaffiniert und dann in einer 
aufste lge nden Alkoholreihe rehydriert. Die Schnitte wurden kurz mit A. des, gewaschen 
und danach m emem Mikrowellenofen (Sharp Model R-6270) 3 mal fur jeweils 10 Minuten 
be, 600 Watt „ 0.0, M Na-Citrat-Puffer gekocht. Nach jeder Mikrowellen-Inkubation wur- 
den d,e Schnitte 20 Minuten lang abgekuhlt. Nach dem letzten Kuhlschritt wurden die Tra- 
ger in PBS gewaschen und mit normalem Ziegenserum (10% in PBS) prainkubiert Nach 3 
Waschungen m PBS wurden die Schnitte mit Primarantikorper (BIWA-1: 5 ug/ml; Maus- 
IgG (Isotyp-entsprechende Negativkontrolle) 5 ug/ml in PBS/,% BSA) fur , Stunde inku- 
biert. Als Positivkontrolle fur die Farbungsreaktion wurden normale menschliche Haut- 
schnnte benutzt, da Keratinozyten eine CD44-Isoform exprimieren, die v3-v!0 enthalt En- 
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dogene Peroxidasen wurden mit 0.3 % H 2 0 2 in PBS blockiert, und die Schnitte wurden mit 
dem biotinylierten Sekundarantikorper (Anti-Maus IgG-F(ab') 2 , DAKO Corp.) fur 30 Minu- 
ten inkubiert. Zur Farbentwicklung wurden die Schnitte fur 30 Minuten mit Meerrettich- 
Peroxidase, die an Biotin als Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex gekoppelt war 
(DAKO Corp.), inkubiert. Die Schnitte wurden dann in 3,3-Amino-9-ethyl-carbazoI- 
Substrat (Sigma Immunochemicals) fur 5-10 Minuten inkubiert, die Reaktion wurde mit 
H 2 0 gestoppt und die Schnitte wurden mit Hematoxylin gegengefarbt. Die Auswertung der 
Farbungen wurden mit einem Zeiss-Axioskop-Lichtmikroskop durchgefuhrt, und die Far- 
bungsintensitaten wurden wie folgt quantifiziert: +++, starke Expression; ++, moderate Ex- 
pression, +, schwache Expression; - uneindeutige oder keine Expression detektierbar. Nur 
Tumorzellen mit einer klaren Membranfarbung wurden als positiv bewertet. Der Prozent- 
satz positiver Tumorzellen in jedem Schnitt wurde grob abgeschatzt und zwei Gaippen 
wurden gebildet: fokal positive Tumoren (weniger als 10 % der Tumorzellen reagierten mit 
dem Antikorper) und positive Tumoren (10 oder mehr % der Tumorzellen positiv). Wenn 
weniger als 80% der Tumorzellen in den positiven Zellen mit dem Antikorper reagierten, 
wurde die entsprechende Prozentzahl angezeigt. 

126 Falle von Plattenepithelkarzinomen verschiedener Herkunft wurden mit dem 
CD44v6-spezifischen monoklonalen Antikorper BIWA-1 analysiert. Expression CD44v6 
enthaltender Isoformen wurde in alien auBer einer Tumorprobe beobachtet. Der GroBteil 
der Proben zeigte eine Expression des Antigens auf 80-100 % der Tumorzellen, die Farbung 
war auf die Membran der Tumorzellen beschrankt. Mit Stromagewebe, Lymphozyten, 
Muskelzellen oder Endothel wurde keine Reaktion beobachtet. 

Urn die Expression von CD44v6-Molekiilen auf diesen Tumorzellen zu quantifizieren, 
wurden Schnitte von normaler menschlicher Haut parallel zu den Tumorschnitten gefarbt. 
Normale Hautkeratinozyten exprimieren hohe Spiegel von CD44-Isoformen und zahlen zu 
den am starksten CD44v6 exprimierenden normalen Zellen, die bis heute beschrieben wur- 
den. Deshalb wurde die Keratinozytenfarbung als Referenz genommen und ais "stark" (+++) 
in unserem Bewertungssystem klassifiziert. In der Mehrzahl der untersuchten Tumorproben 
war die Farbung der Tumorzellen vergleichbar oder sogar starker als die Farbung der Haut- 
keratinozyten, nur wenige Falle zeigten schwache (3 Falle von Lymphknotenmetastasen) 
oder moderate (2 Primarkarzinome, 10 Metastasen) Tumorfarbung. Die Farbungsreaktion 
war innerhalb eines gegebenen Tumorschnittes sehr homogen, wobei die meisten Tumorzel- 
len des Schnittes die gleiche Farbungsintensitat aufwiesen. Zwischen Primartumoren und 
Metastasen wurden keine signifikanten Differenzen im CD44v6-Expressionsmuster beob- 
achtet. Eine detaillierte Zusammenfassung der Ergebnisse zeigt Tabelle I, Beispiele sind in 
Fig. 2 gezeigt 
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Tabelle 1: Expression von CD44v6 in Plattenepithvlkarzinonten 
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Tumorzellen reagierten positiv mit BIWA-1. In Fallen, in denen weniger Tu- 
dem Ant^rper reagierten, ist die entsprechende Prozentzahl angezeigt. 
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Beispiel 2: Expression von CD44v6 in Nierenzellkarzinomen, Prostatakarzinomen and 
Lebermetastasen von Kolonkarzinomen 

Gewebe 

5 

Anaiysiert wurden 19 Falle von Nierenzellkarzinomen (12 Falle kiarzellig, 5 Falle 
chromophil, 1 Fall chromophob, 1 Onkozytom), 16 primare Adenokarzinome der Prostata 
und 19 Falle von Lymphknotenmetastasen von Prostatakarzinomen, sowie 30 Falle von Le- 
bermetastasen von Kolonkarzinomen. 

10 

Antikorper 

BIWA-1 (siehe Beispiel 1). 

15 

Immunhistochemie 

Ausfuhrung siehe Beispiel 1 . 

20 

Im Gegensatz zu den Plattenepithelkarzinomen konnte in der Mehrzahl der untersuch- 
ten Nierenzell- und Prostatakarzinome keine oder nur eine fokale Expression von CD44v6- 
Isoformen nachgewiesen werden. Im Falle einer mehr als fokalen Expression bei den Pro- 
statakarzinomen war die Farbung vorwiegend diffiis zytoplasmatisch und schwach bzw. 
25 heterogen im Vergleich zur FSrbung von normalem ProstataepitheL In 50% der untersuch- 
ten Lebermetastasen von Kolonkarzinomen wurde eine mehr als fokale Expression von 
CD44v6 Isoformen nachgewiesen. Die Farbung in der Mehrheit der Falle war schwach bis 
mittelm&Big, wobei meist weniger als 100% der Tumorzellen einer Probe eine Anfarbung 
mit BIWA-1 zeigte. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Tabelle 2 wiedergegeben 

30 
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UUU 2- Expression CD44v6 in Prostala-Adenokarzinomen, Nierenzellkarzinomen und 
Lehermetastasen von kolorektalen Karzinomen women, und 
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Primar 

Lymphlaiotenme tastagpn 
Primar 

Lebermetastasen 



n 


BIWA-1 Reaktivitst 1 




Jiegativ 


fokal pos. 


r •• 

POSltiV 


. 16 


8 


3 


5 


19 


15 


2 


2 


19 


17 


J) 


— — 

2 


30 


7 


8 


15 



BeispieU; Charaktensierung von CD44 V 6- sp e zi fischen Antikorpern 



Zellinie 



wurde ™ ^ ' (SPOnU " eS e " id ™ 0id « s K -*"°'« Vulva) 

wurde von der Anrencan Type Culture Collection (Rockwell MD) bezogen und gemaB de 

nutzt wurde FITC-verknupfter mAb BIWA-1 be- 



Anafyse der kinetischen Konstanten 



Wech f eStimmU "« der und der monoklonalen Antik6rper,eD44v6- 

B^^lZl^T SU *7 P,aSm ° n "~ (SPR > «^ wobei L 
ra^ CD44 P ? " ° CenS ° r) bCnUtZt ^ Ein Glutathion-S-Transfe- 

I^TT, ^ RC8i0n emhie,t ' ^ ^ ^ v3 -'« ^diert 

^n-Kupplungs-Methode gema/3 Herstellerangaben durchgeffihrt wurde Antikorper in 

verschiedenen Konzentrationen (8-132 nM) in HBS HO h u , Ant,k ° rper in 

,, .j v ,uv v ,n rLtJi (10 mM Hepes pH 7 4 150 mM Natri. 

umchlond 3 4 mMEDTA nnw m* ^ p ' ,nm 

-he Oberflacneti e^Cat "* * ^S^ 6 - 
«lpu,s von 15 Ml 30 mM HC, regeneriert. Analyse der Da.cn „ nd Berechnung der ^ 
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schen Konstanten wurde mit der Pharmacia Biosensor BIA Evaluation Software, Version 
2.1 durchgefuhrt. 



Auf diese Weise wurde die Antigenaffinitat von BIWA-1 mit anderen CD44v6-spe- 
s zifischen mAbs (VFF4, VFF7, BBA-13 (IgGl, R&D Systems, Abingdon, U.K.)) verglichen. 
Kinetische und Affinitatskonstanten der verschiedenen Antikorper wurden jeweils in zwei 
unabhangigen Experimenten bestimmt. Tabelle 3 zeigt die Werte der Assoziationsraten (k a ), 
Dissoziationsraten (k d ) und Dissoziationskonstanten (K^ fur die 4 mAbs. Alle mAbs zeigen 
ahnliche k a und k d , mit Ausnahme von BBA-13, der einen 3-fach niedrigeren k a hat und 
10 VFF7, der eine signifikant hohere Dissoziationsrate (Faktor 5) im Vergleich zu den anderen 
mAbs zeigt. Dies resultiert in einer niedrigeren Bindungsaffinitat fur VFF7 und BBA-13 im 
Vergleich zu VFF4 und BIWA-1. BIWA-1 zeigt den niedrigsten K d aller untersuchten An- 
tikorper. 
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Tabelle 3: Kinetische und Affinitatskonstanten verschiedener CD44v6-spezifischer mAbs 



Antikorper 


k a (M-ts- 2 ) 




K d (M) 


VFF4 


1.1 x 10 5 


2.6 x 10-5 


2.4 x 10- 10 


VFF7 


1.1 xlO 5 


1.2 x 10" 4 


1.1 x IO" 9 


BIWA-1 


1.3 x IO 5 


2.2 x 10-5 


1.7x10-1° 


BBA-13 


3 .7 x 10 4 


2.3 x IO* 5 


6.2 x 10-10 



2° 

Analyse der A ntik&rper-Protein- Wechsetwirkung durch ELJ SA *W 

CD44v6 exprimierende A-431-Zellen wurden in 96-Lochplatten (Falcon Microtest 
III, Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ) in einer Zahl von 5 x 1 0 4 pro Loch in RPMI 1 640 

25 mit 10% fbtalem Kalberserum viber Nacht bei 37°C kultiviert. Nach einer Waschung mit 
PBS/0.05% Tween 20 wurden die Zellen mit eiskaltem Ethanol fur 1 Minute fixiert, wonach 
ein Waschschritt folgte. Die Inkubation mit den Primarantikorpern (VFF4, VFF7, BIWA-i, 
BBA-13, 1 ng/ml bis 600 ng/ml, jeweils in Assaypufifer: PBS/ 0.5 % BSA/ 0.05 % Tween 
20) erfolgte fur 1 Stunde bei Raumtemperatur und wurde von 3 Waschschritten gefolgt. Als 

30 Sekundarantikorper wurde ein Kaninchen-Antimaus-IgG-Meerettichperoxidase-konjugierter 
Antikdrper (DAKO Corporation, Kopenhagen, Danemark; Verdunnung 1:6000 in Assay- 
puffer) benutzt (1 h/RT). Nach 3 Waschschritten wurde die Farbentwicklung mit TMB-L6- 
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sung (Kirkegaard + Peny, Gaithersburg, USA) hervoreeruf en Hi. r u • 

nem Hewlett-Packard ELISA-Reader g_. ^ ^ "* 

Figur 3 zeigt, daB die relativen Affinitaten der A^tikorper, wie sie durch BIAcor, 
Analyse bestimmt wurden, in ihrer Wechselwirkung mit den TuL 7 7 
wobei Rtwa in i ■ * , g mu den Tu morze]ien reflcktiert werden 

wobe. BIWA- 1 kJar die hochste Bindungsaffinitat zeigt. 

Die Proteindomane, die durch das CD44-Exon v6 kodiert wird besteht an, as a ■ 
nosauren (Figur 4). Um das Epitop, da/3 von BIWA 1 erkannt 7 

-de eine Sene syntbetischer^ide in EUS^ ^ 'Call " ^ 
eaben pJn*» p;«^..^ . . cmgesetzt. vorabexpenmente er- 

gaDen erne Bmdung an ein zentral okalisiertes \4-mer fAm;™ - 

Pep.,de„ wurden de shaII) und fa ^ £ 

sennert, d,e fur hochaffine Bmdung erforderlich i st Die Eliminierung der C-rerminalen Ar 
gminreate ergab eine mehr ais 1 OOfcch schwachere Bindung 



2(7 



Z5 



50 



35 



Beispiel 4: Biodistribution radiojodinierter CD44v6-Antik6mer in - / 
genden Nacktmdusen ""tikorper in Xenotransplantat-tra- 



A-431-Xenotransplantat Model/ 



Acht Wochen alte weibhche B ALB/c nu/nu Nacktmause (B & K Universal Rent™ 
WA) wurden subkutan in die Knksseitige MittelHnie 5 x J M^A^llM 
0— epidennoides Karzinom der Vu,va) injizie, Xenotrans^l ^e A 

v ^nTeUT ^ ^ - J W h e 

verwendet (Tumorgewichte: 40-50 mg). 



Radiojodinierung von BIWA-. 



Protein G-gereinigter mAb BIWA-1 (muriner Tonn „„, a 
pelt wobei h«- k « ,• . munner r 8 G1 ) an Streptavidin gekop- 

Uj^^jTt^^ CrOSSHnker ^-ieimido-me- 
X^Z^TT^r^ ^ S «"*™«»-W*** wurden an redu- 
ce ^^Anukerper-Cystemyl-Reste geknOpft, die durch Dithiothreito!-Vorbehandlun g des 
Annkorpers erzeugt Wen. Erhaltene 1 : 1 -Konjungate (> 90%) wurden m " 
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tauschchromatographie weiter gereinigt. Fur Biodistributionsexperimente wurde B1WA- 
1/SA uber primare Amine von Lysin mit 125 I markiert, wobei p-Jodophenyl-Markierungs- 
reagenz (PIP; NEN Dupont, Wilmington, DE) verwendet wurde, gefolgt von dem Verfah- 
ren von Willbur et al. (1989). Markierung von BIWA-1 mit SA oder ,25 I anderte nicht die 
3 Immunreaktivitat oder die Pharmakokinetik des Antikorpers in Mausen. 



Biodistributionsexperimente 

jo Nacktmause, die mit menschlichen A-43 1 -Tumoren xenotransplantiert waren, wur- 

den 5-7 |^Ci 125 I auf 50 ^g mAb BIWA-1 (spezifische Aktivitat 0.1-0.14 mCi/mg) intrave- 
nos (i.v ) uber die laterale Schwanzvene injiziert. Zeitverlaufs-Biodistributionsstudien wur- 
den in Gruppen von n=3 Tieren pro Zeitpunkt bei 4, 24, 48, 120 und 168 h post-Injektion 
ausgefuhrt. An ausgewahlten Zeitpunkten wurden Mause gewogen, uber den retro-orbitalen 

is Plexus ausgeblutet und durch Zervixdislokation getotet. Neun Organe und Gewebe wurden 
gesammelt und gewogen, Blut, Schwanz, Lunge, Leber, Milz, Magen, Nieren, Darm und 
Tumor. Die Radioaktivitat in Geweben wurde im Vergleich mit Standards der injizierten 
Antikorperpraparation in einem Gammaszintillationszahler (Packard Instrument Company, 
Meriden, CT) gezahlt, wobei das Energiefenster auf 25-80 keV fur 125 I gesetzt wurde. Die 

20 Prozent injizierte Dosis/g des Gewebes wurde berechnet (% ID/g). 

Vorexperimente hatten ergeben, daB BIWA- 1 nicht mit murinem CD44v6- Antigen 
kreuzreagierte. Tabelle 4 und Figur 5 zeigen die Aufhahme von Radioaktivitat in Tumoren 
und Normalgewebe. Iodinierter BIWA-1 zeigte eine schnelle Tumoraufnahme (7.6 % inji- 

25 zierte Dosis/g bei 4 h post-Injektion), die auf mehr auf 18 % ID/g bei 48 h zunahm und da- 
nach fur bis zu 120 h konstant blieb. Sieben Tage post-Injektion (168 h) enthielt der Tumor 
immer noch 15.3 % ID/g Gewebe. TumonGewebe-Verhaltnisse wurden fur individuelle 
Zeitpunkte berechnet und werden in Tabelle 4 gezeigt. Bei 24 h post-Injektion war das Tu- 
mor:Blut Verhaltnis 0.48 und nahm auf 3.16 am Tag 7 zu. Aufhahme im Normalgewebe 

30 war niedrig und am wahrscheinlichsten verursacht durch Biut-Pool-Hintergrund in den Ge- 
webebiopsien. Selektives /w-v/vo-Targeting von humanen SCC-Xenotransplantaten in 
Nacktmausen mit 125 I-markiertem BIWA-1 zeigen, da(3 dieser monoklonale Antikorper ein 
hohes Potential als Targetingvehikel fur die diagnostische und therapeutische Anwendung in 
SCC-Patienten aufweist 

35 
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Tabelle4: Tumor :Gewebe-Verhaltnisse von I25 1-BIWA-1 

zu verschiedenen Zeitpunkten post Injektion 



Nacktmausen 



in A-43 1 -tumortragende 



en 



Yerhaltnis von Tumor ?u 
Blut 



Schwartz 
Lunge 



a Mittelwerte (n-3); SD sind < 7% 



4h 


24 h 


48 h 


120 h 


168 h 


0.22^ 
1.18 


0.48 
2.62 


1.31 


2.60 


3.J6 


0.40 


1.03 


j 7. 70 
2.65 


12.28 
7.04 


13.06 
4.82 


0.94 


1.18 


' 2.28 


3.57 


3.24 


1.40 


1.84 1 


4.00 


4.86 


4.42 


3.89 


_ 737 ] 


19.40 


25.56 


33.96 


0.82 


1.31 J 


_ 2.72 


2.79 


2.53 


3.54 


6.24 1 


11.94 


19.24 


27.78 



10 



15 



20 



25 



Beispiel 5: Vnterschiedliche Expression von CD44v6 in einer r u, 

Tumoren ner 8 r ofien Zahl menschlicher 

In einer erweiterten Untersuchung wurden insce^mt ^aa t 

«uin woroen. Die folgenden Tumoren wurden analysis Basaliome r„-iM aa 
karzmome (AC) der Brust fn=55^ ap h« v . , nasaiiome (n-16), Adeno- 

zellkaranome (n=27), SCC der Haul (n-lS) „„ d lr J ,7 ( X N ' Wen " 

wurden durch Rout^rgie oder ^^Tl * " 

den Tumorproben erhaUen Die hJ^^T T " 
1 ausgeruhrt. cnemiscne Untersuchung wurde wie in Beispiel 

seWed J^t'! 6 5 °f ^ *" * immu^isrochemische Anaiyse von 397 ver- 
scmedenen Tumorproben nut dem mAb BIWA 1 ' y/ ver 
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Tabelle 5: Expression von CD44v6 in menschlichen Tumoren 



Typ 


Gesamt n 


Positive Falle* 






II 


/o 


i_J ujallUl 1 id 


J I III tdl lUIIIVJI 


16 


1 0 




RniQt AT 


i n in dri u mo r 


17 


1 < 
1 J 


RR 

DO 


L^y 1 1 1 [Ji 11SJ iu icii—jvj cidolaoCI I 


34 


J 1 


O 1 


LvCUCI "*JV1 C Lai I do CI i 


4 




i nn 

1 uu 


Kolon AC 


f vrninn imnt"#»n— \^#*tn cistern 
L»y 1 1 1 p l uu I tc i i-ivic i aol do C 1 1 


51 


Z 1 


A 1 


jLsCucr-ivieiasiascn 


26 






ru rn -ivic t as las en 


6 


0 


i 




i^yiupiiKnoien-ivieLasiaScn 


18 


i o 


I uu 


Lunge AC 


* nuiduu mor 


35 


1 r 


4J 


Lunge SCC 


i I II Hal LUIIIUI 


0 


o 


i no 
i uu 


* • 


jrnmairumor 


20 




1UU 


Prostata AC 


Primartumor 


16 


r 


J 1 


Lymphknoten-Metastasen 


18 


o 


o 


RCC 


Primartumor 


27 


5 


18 


SCLC 


Primartumor 


31 


7 


23 


Magen AC 


Primartumor 


22 


15 


68 


Lymphknoten-Metastasen 


43 


16 


37 


Leber-Metastasen 


4 


4 


100 




Gesamt n 


397 






*: > 10 % der Tumorzellen positiv 


AC: Adenokarzinom; RCC: Nierenzellkarzinom 


SCLC: kleinzelliger Lungenkrebs; SCC: Plattenepithelkarzinom 



s Bei kleinzelligen Lungenkarzinomen, Nierenzellkarzinomen und AC der Prostata 

wurde keine oder nur geringe Reaktivitat beobachtet. Alle anderen untersuchten Tumorty- 
pen exprimierten CD44v6-enthaltende Isoformen in unterschiedlichem AusmaB. Die meisten 
der untersuchten AC der Brust zeigten Reaktivitat mit BIWA 1, und die getesteten SCC 
(Larynx, Lunge und Osophagus) exprimierten CD44v6 in 100% aller Falle. 

o 

Es wurden insgesamt 185 Falle von SCC verschiedener Typen und Klassifikation auf 
Reaktivitat mit BIWA 1 untersucht. Darin waren 67 Falle primarer SCC (Larynx, n=15; 
Mundhohle, n=16; Oropharynx, n=3; Haut, n=15), 77 Proben von Lymphknotenmetastasen 
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(Larynx, n=12; Lunge, n=27; Osophagus, n=l I; Mundhohle, n=6; Oropharynx, n=7 Hypo- 
pharynx, n=10, Tonsille, n=4), und 3 Proben aus Lebermetastasen (Osophagus) Erne 
Ubers.cht uber die immunhistochemische Analyse aller untersuchten SCC-Proben zeigt Ta- 
belle 6. 



Tabelle 6: Expression von CD44v6 in Plattenepithelkarzinomen 



Typ 


Gesamt n 


Nej 


gativ 


Fokal dos. 


1 Pn«itiv 








n 


% 


n 


% 


1 n 


% 


Hypopharvnx 


Ilnm 


1 10 


0 


0 


0 


0 


10 


J 

100 


Oropharynx 


|PT 


3 


I 0 


0 


0 


0 


3 


100 




Ilnm 


1 7 


1 0 


0 


0 


0 


1 7 


| X \J\J 

1 100 


Larynx 


Ipt 


1 15 


1 0 


1 0 


0 


0 


I 15 


I 100 




Ilnm 


1 30 


1 1 


L 3 


0 


0 


1 29 


97 


Lunge 




18 


2 


n 


0 


0 


1 16 


89 




LNM j 


27 


1 0 


0 


1 


4 


' 26 


96 


Osophagus 


PT 1 


20 


0 


0 


1 


1 5 


19 


95 




LNM 1 


11 I 


0 


0 


0 


0 


11 1 


100 




LM 1 


3 | 


0 1 


0 


0 


0 I 


3 I 


100 


Mundhohle [ 


PT 1 


16 1 


0 I 


0 


0 


0 | 


16 


100 




LM 1 


6 1 


0 I 


0 


0 


0 


6 


100 


Haut [ 


PT 1 


IS 1 


0 1 


0 


0 


0 I 


15 


100 


Tonsille 1 


LNM 1 


4 1 


0 1 


0 


0 


0 1 


4 


100 


Gesamt n 1 


185 | 















P^ph ° S ^ 10 °1 tf T Tu u m0rZellen P ° sitiv; LNM: L^phknotenmetastasen; 
r l . Pnmartumor; LM: Lebeimetastasen 



w 



IS 



Expression von CD44v6 enthaltenden Isoformen wurde in alien mil Ausnahme von 
drei Tumorproben gefunden (ein Fall Larynx, 2 Falle Lunge). Die Mehrzahl der Proben 
«rgte erne Expression des Antigens auf 80 bis 100 % der Tumorzellen innerhalb eines ein- 
agen Schnitts, wobei die Farbung hauptsachlich auf die Membran der Tumorzellen konzen- 
tnert war. Das am starksten homogene Farbungsmuster wurde in Karzinomen des Larynx 
Osophagus und Hypopharynx gefunden, wobei die meisten Tumorzellen des Schnitts die 
gleiche Farbungsintensitat zeigten. 
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(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 



<i) ANMELDER : 



(A 
(B 
(C 
(E 
{ F 
(G 
(H 

(A 
(B 
<C 
(E 
(F 

* 

(A 
(B 
(C 
(E 
(F 

(A 
(B 
(C 
(E 
<F 

{A 
<B 
(C 
(E 
(F 



NAME: Boehringer Ingelheim International GmbH 

STRASSE: Rheinstrasse 

ORT: Ingelheim 

LAND: Deutschland 

POSTLEITZAHL : 55216 

TELEFON: +4 9- ( 0 ) -61 32 -772 770 

TELEFAX: +49- (0) -6132-774377 

NAME: Forschungszentrum Karlsruhe GmbH 
STRASSE: Postfach 3640 
ORT: Karlsruhe 
LAND: Deutschland 
POSTLEITZAHL: 76021. 

NAME: Heider, Karl-Heinz 
STRASSE: Hervicusgasse 4/3/21 
ORT: Wien 
LAND: Oesterreich 
POSTLEITZAHL: 1120 

NAME: Adolf, Guenther 
STRASSE: Stiftgasse 15-17/10 
ORT : Wien 
LAND: Oesterreich 
POSTLEITZAHL: 1070 

NAME: Ostermann, Elinborg 
STRASSE: Mauerbachstr . 56/6 
ORT: Wien 
LAND: Oesterreich 
POSTLEITZAHL: 1140 
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(A) NAME: Patzelt, Erik 

(B) STRASSE: Hans-Buchmuel 1 e r-Gasse h 

(C) ORT: Purkersdorf 

(E) LAND : Oesterreich 

(F) POSTLEITZAHL: 3002 



(A) NAME: Sproll, Marlies 

(B) STRASSE: Schwenkgasse 3 

(C) ORT: Wien 

(E) LAND: Oesterreich 

(F) POSTLEITZAHL: 1120 



(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Verfahren 7 „r n 4 

v «f«nren zur Diagnose und 

Therapie von Plat tenepi thelkarzinomen 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 16 

(iv) COMPUTER-LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRDGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release tti n ■ n, 

L1 " ^■ Lease ffi.O, Version #1.30 (EPA) 



(2)- ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 129 Basenpaare 
<B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: beides 

(D) TOPOLOGIE: beides 



(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : exon 

(B) LAGE.-1..129 

(D) SONSTIGE ANGABEN : /product= "CD4 
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/label= v6 

/note= "GenBank data base accession No. L05411" 
/ci tation= ( [ 1 ] ) 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE:3..128 

(x) VEROFFENTLICHUNGS INFORMATION: 

(A) AUTORS: Screaton, GR 

Bell, MV 
Jackson, DG 
Cornells, FB 
Gerth, U 
Bell, JI 

(B) TITEL: Genomic structure of DNA encoding the lympho- 
cyte homing receptor CD44 reveals at least 12 alternatively 
spliced exons 

(C) ZEITSCHRIFT: Proc. Natl. Acad. Sci . U.S.A. 

(D) BAND: 89 

(F) SEITEN: 12160-12164 
<G) DATUM: December-1 992 

(K) BE LANGRE I CHE RESTE IN SEQ ID NO: 1: VON 1 BIS 129 

(x) VEROFFENTLICHUNGS INFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER : DE 195 45 472.3 

(I) ANMELDETAG: 06-DEC-1995 
(x) VEROFFENTL I CHUNGS INFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER: DE 196 15 074.4 

(I) ANMELDETAG: 17-APR-1996 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

TC CAG GCA ACT CCT AGT AGT ACA ACG GAA GAA ACA GCT ACC CAG AAG 47 
Gin Ala Thr Pro Ser Ser Thr Thr Glu Glu Thr Ala Thr Gin Lys 
15 10 15 
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GAA CAG TGG TTT GGC AAC AGA TGG CAT GAG GGA TAT CGC CAA ACA CC- 9 < 
Glu Gin Trp Phe Gly Asn Arg Trp His Glu Gly Tyr Arr 4 Gin Thr Pre 

20 25 

AGA GAA GAC TCC CAT TCG ACA ACA GGG ACA GCT G 
Arg Glu Asp Ser His Ser Thr Thr Gly Thr Ala 

35 40 



30 



129 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZE ICHEN : 

(A) LANGE: 42 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Gin Ala Thr Pro Ser Ser Thr Thr Glu Glu Thr Ala Thr Gin Lys Glu 
15 10 15 

Gin Trp Phe Gly Asn Arg Trp His Glu Gly Tyr Arg Gin Thr Pro Arg 

20 25 30 

Glu Asp Ser His Ser Thr Thr Gly Thr Ala 

35 40 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

<i) SEQUENZKENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Pep t id 
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(x) VEROFFENTL I CHUNGS INFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER : DE 195 4 5 4 72.3 

(I) ANMELDETAG: 06-DEC-1995 
(x) VEROFFENTLICHUNGSINFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER: DE 196 15 074.4 

(I) ANMELDETAG: 17 -APR- 199 6 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 3: 

Gin Trp Phe Gly Asn Arg Trp His Glu Gly Tyr Arg Gin Thr 
1 5 10 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 27 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleins.aure 
(A) BESCHREIBUNG : /desc = "PCR primer" 

(x) VEROFFENTLICHUNGSINFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER: DE 195 45 4 72.3 

(I) ANMELDETAG: 06-DEC-1995 
(x) VEROFFENTLICHUNGSINFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER: DE 196 15 074.4 

(I) ANMELDETAG: 17-APR-1996 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 4 : 
CAGGCTGGGA GCCAAATGAA GAAAATG 
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(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "p C R primer" 

(x) VEROFFENTL I CHUNGS INFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER : DE 195 4 5 472.3 

(I) ANMELDETAG : 06-DEC-1995 
(x) VER^FFENTLICHUNGS INFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER: DE 196 15 074.4 

(I) ANMELDETAG: 17-APR-1996 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
TGATAAGGAA CGATTGACAT TAGAGTTGGA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 11 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(x) VER5FFENTLICHUNGS INFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER: DE 195 4 5 472.3 

(I) ANMELDETAG: 0 6-DEC-1995 
(x) VEROFFENTLICHUNGS INFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER: DE 196 15 074.4 
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(I) ANMELDETAG: 17 -APR- 199 6 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Trp Phe Gly Asn Arg Trp His Glu Gly Tyr Arg 
1 5 10 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 4 3 Minosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

<ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(x) VER0FFENTLICHUNGSINFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER: DE 195 45 472.3 

(I) ANMELDETAG: 06-DEC-1995 
(x) VEROFFENTLICHUNGS INFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER: DE 196 15 074.4 

(I) ANMELDETAG : 17 -APR- 1996 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 

Gin Ala Thr Pro Ser Ser Thr Thr Glu Glu Thr Ala Thr Gin Lys Glu 
15 10 15 

Gin Trp Phe Gly Asn Arg Trp His Glu Gly Tyr Arg Gin Thr Pro Arg 

20 25 30 

Glu Asp Ser His Ser Thr Thr Gly Thr Ala Ala 

35 40 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 11 Aminosauren 

(B) ART : Aminosaure 

(C) S TRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(X) VEROFFENTLICHUNGSINFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER: DE 195 4 5 472.3 

(I) ANMELDETAG: 06-DEC-1995 
(x) VEROFFENTLICHUNGSINFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER: DE 196 15 074.4 

(I) ANMELDETAG: 17-APR-1996 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 8: 

Ser Ser Thr Thr Glu Glu Thr Ala Thr Gin Lys 
1 5 10 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 10 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(x) VEROFFENTLICHUNGSINFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER: DE 195 45 472.3 

(I) ANMELDETAG : 06-DEO1995 
(X) VEROFFENTLICHUNGSINFORMATION: 
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(H) DOCUMENTNUMMER: DE 196 15 074./) 

(I) ANMELDETAG : 17 -APR- 199 6 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 9: 

Glu Glu Thr Ala Thr Gin Lys Glu Gin Trp 
1 5 10 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 11 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) S TRAM G FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(x) VEROFFENTLICHUNGS INFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER: DE 195 45 472.3 

(I) ANMELDETAG: 06-DEC-1995 
(x) VEROFFENTLICHUNGSINFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER: DE 196 15 074.4 

(I) ANMELDETAG: 17 -APR- 1996 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

Thr Ala Thr Gin Lys Glu Gin Trp Phe Gly Asn 
1 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
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(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DES MOLEKOLS : Peptid 

(x) VEROFFENTLICHUNGS INFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER : DE 195 4 5 4 72.3 

(I) ANMELDETAG: 06-DEC-1995 
(x) VEROFFENTLICHUNGS INFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER: DE 196 15 074.4 

(I) ANMELDETAG: 17-APR-1996 

(xi) SEQUENZBESCHRE IBUNG : SEQ ID NO: 11: 

Gin Trp Phe Gly Asn Arg Trp His Glu Gly Tyr Arg Gin Thr 
15 10 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 11 Aminosauren 

(B) ART: AminosSure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(x) VEROFFENTLICHUNGS INFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER: DE 195 45 472.3 

(I) ANMELDETAG: 0 6-DEC-1995 
(x) VEROFFENTLICHUNGSINFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER: DE 196 15 074.4 

(I) ANMELDETAG: 17-APR-1996 

(xi) SEQUENZBESCHRE IBUNG: SEQ ID NO: 12: 

Asn Arg Trp His Glu Gly Tyr Arg Gin Thr Pro 
1 5 10 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 11 Aminos „ur en 

(B) ART: Ajminos„ure 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Peptid 

(x) VEROFFENTLICHUNGSINFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER: DE 195 45 472.3 

(I) ANMELDETAG: 06-DEC-1995 
(x) VEROFFENTLICHUNGSINFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER: DE 196 15 074. .4 

(I) ANMELDETAG: 17-APR-1996 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 

Glu Gly Tyr Arg Gin Thr Pro Arg Glu Asp Ser 
15 10 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 10 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Peptid 

( X ) VEROF FENT L I CHUNG SIN FORMAT I ON : 

(H) DOCUMENTNUMMER: DE 195 45 472.3 

(I) ANMELDETAG: 06-DEC-1995 

( X ) VEROFFENTLI CHUNGS INFORMAT I ON : 

(H) DOCUMENTNUMMER: DE 196 15 074.4 
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(I) ANMELDETAG: 17 -APR- 199 6 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

Thr Pro Arg Glu Asp Ser His Ser Thr Gly 
1 5 10 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 42 Minosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOL03IE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(x) VE RO F FEN TL I CHUNG SIN FORMAT I ON : 

(H) DOCUMENTNUMMER : DE 195 4 5 472.3 

(I) ANMELDETAG: 06-DEC-1995 
(X) VER5FFENTL I CHUNGS INFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER: DE 196 15 074.4 

(I) ANMELDETAG: 17 -APR- 199 6 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 



Trp Ala Asp Pro Asn Ser Thr Thr Glu Glu Ala Ala Thr Gin Lys Glu 
1 5 10 15 

Lys Trp Phe Glu Asn Glu Trp Gin Gly Lys Asn Pro Pro Thr Pro Ser 

20 25 30 

Glu Asp Ser His Val Thr Glu Gly Thr Thr 

35 40 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

( l ) SEQUENZKENNZE ICHEN : 

(A) LANGE: 14 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS : Peptid 

( x ) VEROFFENTL I CHUNGS INFORMATION : 

(H) DOCUMENTNUMMER : DE 195 4 5 472.3 

(I) ANMELDETAG: 06-DEC-1995 
(x) VEROFFENTLICHUNGSINFORMATION: 

(H) DOCUMENTNUMMER: DE 196 15 074.4 

(I) ANMELDETAG : 17 -APR- 199 6 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

Lys Trp Phe Glu Asn Glu Trp Gin Gly Lys Asn Pro Pro Thr 
15 10 
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Patentanspriiche 

1 Verfahren zur Diagnose oder Therapie von Plattenepitheikarzinomen, dadurch ge- 
kennze.chnet, daB dieses Verfahren auf der Expression des variablen Exons v6 des Gens 
CD44 als molekularem Marker beruht 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es auf der Bindung eines 
Anukorpermolekuls an ein Epitop, das von dem variablen Exon v6 des Gens CD44 kodiert 
wird, beruht. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB dabei ein Antikorpermo- 
lelcul verwendet wird, das die Aminosauresequenz WFGNRWHEGYR erkennt. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB dabei der monoklonale 
Anttkorper BIWA-1 (VFF-18), der von der Hybridomzellinie mit der Hinterlegungsnummer 

ACC2174 gebildet wird, oder ein Derivat dieses Antikorpers verwendet wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Antikorpermolekul ein monoklonaler Antikorper, ein Fab- oder F(ab') 2 -Fragment eines 
ImmunglobuUns, ein rekombinant hergestellter Antikorper, ein rekombinant hergestellter 
chimarer bzw. humanisierter Antikorper, ein bifunktioneller oder ein single-chain-Antikor- 
per (scFv) ist. 

6. Verwendung eines Antikorpermolekuls, das fur ein Epitop spezifisch ist, das von 
dem vananten Exon v6 des CD44-Gens kodiert wird, in einem Verfahren gemaB einem der 
Anspruche 1 bis 4. 



30 



35 



7. Verwendung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB das Antikorpermole- 
kiil an die Aminosauresequenz WFGNRWHEGYR bindet. 

8. Verwendung nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, daB das Antikor- 
pennolekul der monoklonale Antikorper BIWA-1 (VFF-18), der von der Hybridomazellinie 
nut der Hinterlegungsnummer DSM ACC2174 gebildet wird, oder ein Derivat dieses Anti- 
kdrpers ist. 

9. Verwendung nach einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet daB das 
Antikorpermolekul ein monoklonaler Antikorper, ein Fab- oder F(ab') 2 -Fragment eines 
ImmunglobuUns, ein rekombinant hergestellter Antikorper, ein rekombinant hergestellter 
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chimarer bzw. humanisierter Antikorper, ein bifunktioneller oder ein single-chain-Antikor- 
per (scFv) ist 

10. Verwendung eines Antikbrpermolekuls, das fur ein Epitop innerhalb der Amino- 
sauresequenz spezifisch ist, die durch das variable Exon v6 des CD44-Gens kodiert wird, 
zur Therapie von Plattenepithelkarzinomen. 

1 1 . Verwendung nach Anspruch 1 0, dadurch gekenrtzeichnet, daB das Antikorpermo- 
lekul an die Aminosauresequenz WFGNRWHEGYR bindet. 

12. Verwendung nach Anspruch 10 oder 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Anti- 
korpermolekul der monoklonale Antikorper BIWA-1 (VFF-I8), der von der Hybridomzel- 
linie mit der Hinterlegungsnummer DSM ACC2174 gebildet wird, oder ein Derivat dieses 
Antikorpers ist. 

13. Verwendung nach einem der Anspniche 10 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Antikorpermolekul ein monoklonaler Antikorper, ein Fab- oder F(ab')2~Fragment eines 
Imrnunglobulins, ein rekombinant hergestellter Antikorper, ein rekombinant hergesteilter 
chimarer bzw. humanisierter Antikorper, ein bifunktioneller oder ein single-chain- Antikor- 
per (scFv) ist. 

14. Verwendung nach einem der Anspniche 10 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Antikorpermolekul mit einem radioaktiven Isotop, einer photoaktivierbaren Verbin- 
dung, einer radioaktiven Verbindung, einem Enzym, einem Fluoreszenzfarbstoff, einem 
Biotinmolekul, einem Toxin, einem Zytostatikum, einem Prodrug, einem Antikorpermolekul 
mit einer anderen Spezifitat, einem Zytokin oder einem anderen immunmodulatorischen 
Polypeptid verkniipft ist. 

15. Mittel zur Ausfiihrung eines Verfahrens nach einem der Anspniche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, daB es ein Antikorper oder Antikorpermolekul ist, das fur ein Epitop 
spezifisch ist, das durch das Exon v6 des CD44-Gens kodiert wird. 

16. Verwendung eines Antikorpermolekuls, das ftir ein Epitop innerhalb der Amino- 
sauresequenz spezifisch ist, die durch das variable Exon v6 des CD44-Gens kodiert wird, 
zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Diagnose und/oder Therapie 
von Plattenepithelkarzinomen. 
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